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(54) Title: METHOD FOR EXTRACTING PROTEINS FROM PLANTS IN PURE FORM 



^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON PROTEINEN AUS PFLANZEN IN REINER FORM 
< 

^1 (57) Abstract: The invention relates to a method for extracting a desired native or recombinant protein from a plant in pure form. 
fs| After extracting a raw extract using an appropriate extraction agent, the desired protein is removed from the raw extract and purified 
^\ by means of ion -exchange chromatography used in expanded bed technology. The desired protein can be, for example, napin, napin- 
l/^ like 2S albumin, cruciferin, legumin-like IIS globulin or a recombinant scFv antibody. 

£J (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung eines gewtinschten nativen oder rekombinanten Prote- 
ins aus einer Pflanze in reiner Form, wobei nach Gewinnung eines Rohextrakts mittels eines geeigneten Extraktionsmittels das 
^5 gewtinschte Protein iiber Ionenaustausch-Chromatographie in "Expanded bed"-Technologie aus dem Rohextrakt aufgereinigt wird, 
^ wobei es sich bei dem gewtinschten Protein beispielsweise um Napin, Napin-ahnliches 2S Albumin, Cruciferin, Legumin-Uhnliches 
^ IIS Globulin oder einen rekombinaten scFv-Antik5rper handelt. 
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Verfahren zur Gewinnung von Proteinen 
aus Pf lanzen in reiner Form 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
eines gewtinschten nativen oder rekombinanten Proteins aus 
einer Pflanze in reiner Form, wobei nach Gewinnung eines Roh- 
extrakts mittels eines geeigneten Extraktionsmittels das ge- 
wunschte Protein uber Ionenaustausch-Chromatographie in "Ex- 
panded bed"-Technologie aus dem Rohextrakt aufgereinigt wird. 
In einer bevorzugten Aus fiihrungs form des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird das erf indungsgemaSe Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Napin, Napin-ahnlichem 23 Albumin, Crucife- 
rin, Legumin-Shnlichem lis Globulin oder einem rekombinanten 
scFv-Antikftrper verwendet. 

Pflanzliche Proteine sind ein bisher kaum genutztes Reservoir 
nachwachsender Rohstoffe. In besonders grofien Mengen fallen 
pflanzliche Speicherproteine z.B. bei der Olproduktion aus 
Raps, Sonnenblumen und anderen Olpf lanzen, oder aus Lupinen 
bzw. auch bei anderen landwirtschaf tlichen Prozessen an. Zu- 
meist werden sie als Abf allprodukt in die Tierfutterung gege- 
ben, da keine reinen und damit technisch verwertbaren Kompo- 
nenten mit technisch und wirtschaf tlich einsetzbaren Methoden 
erhaltlich sind. Andere pflanzliche Proteine kommen in gerin- 
geren Mengen vor, sind aber von ihrer Funktionalitat her au- 
Serst interessant. Bisher sind allerdings nur wenige pflanzli- 
che Proteine einer wirtschaf tlichen Nutzung zugeftihrt worden. 
Dies ist u.a. durch aufwendige und damit unwirtschaf tliche, 
aber auch nicht ftir einen gr6£eren MaSstab geeignete Reini- 
gungsverfahren bedingt. Demgegenuber stehen die auSerst inter- 
essanten Eigenschaf ten, z.B. isolierter pflanzlicher Speicher- 
proteine fiir verschiedene Anwendungsbereiche. Die beiden vor- 
herrschenden Speicherproteine in Raps, Napin und Cruciferin, 
die technisch bisher nur als Rohproteinf raktion gewonnen wer- 
den konnten, eignen sich z.B. aufgrund ihrer physikochemischen 
Eigenschaf ten als isolierte Komponenten fur Verwendungen als 
Schaume oder Klebstoffe (Napin) oder fur die Folienherstellung 
(Cruciferin) . Weiterhin sind sie aufgrund dieser Eigenschaf ten 
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ebenfalls fur die Verwendung in der Lebensmittelindustrie 
geeignet, z.B. als Schaumer und Stabilisatoren. 

Bisher wurden lediglich Fallungs- und Extraktionsverf ahren 
eingesetzt, um Rohproteinf raktionen oder arigereicherte Verbin- 
dungen in technischem MaSstab gewinnen zu konnen. In diesem 
Zusainmenhang wird auf die US-Patente Nr. 4370267 und 4368151 
verwiesen, in denen die Anreicherung einer pflanzlichen Spei- 
cherproteinkomponente nach isoelektrischer Fallung durch Ex- 
traktion unter geeigneten Bedingungen beschrieben wird. Alle 
diese Verfahren zeichnen sich durch eine geringe Effizienz 
aus. AuSerdem sind auf diesen Wegen keine Reinkomponenten, 
sondern lediglich angereicherte Fraktionen erhaltlich und 
zumeist konnen solche Verfahren nur auf die Gewinnung einer 
einzigen Komponente aus einem Proteingemisch hin optimiert 
werden. Reinere Substanzen konnten bisher ledigiich in kom- 
plizierten, eine Koinbination einer Vielzahl von unterschiedli- 
chen Reinigungsgschritten beinhaltenden Prozessen im LabormaS- 
stab gewonnen werden, z.B. 12S Globuline aus Raps durch eine 
Kombination aus F&llung, Dialyse, Gelchromatographie und Anio- 
nenaus tausch-Chromatographie . 

Weiterhin entwickeln sich durch das "Molecular Farming" 
(Fremdproteinproduktion in transgenen Pflanzen) neue Anwen- 
dungsgebiete fiir Protein-Werk- und -Wirkstoffe, ftir die tech- 
nisch und wirtschaf tlich effiziente Reinigungsverf ahren, auch 
in groStechnischem Ma&stab, notwendig sind. Wahrend die Pro- 
duktion von therapeutisch wertvollen Proteinen zumeist hohe 
Gewinnspannen zulaSt, ist dies fur "Massenproteine" , z.B. 
Serumproteine, oder Diagnostika sowie ftir technisch einsetz- 
bare Proteine nicht der Fall. Hierfur sind demzufolge umsomehr 
robuste, einfach skalierbare und wirtschaf tlich effiziente 
Verfahren zur Proteinaufreinigung aus pf lanzlichem Gewebe 
notwendig. 

Somit liegt der Erf indung im wesentlichen das technische Pro- 
blem zugrunde, ein Reinigungsverf ahren fur Proteine aus Pflan- 
zen zur Verftigung zu stellen, das die Nachteile der im Stand 
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der Technik beschriebenen Verfahren nicht aufweist, d.h. vor 
allem einfach, effizient und in groStechnischem Mafistab durch- 
fuhrbar ist und auSerdem gewahrleistet, dafi die gewunschten 
Proteine eine hohe Reinheit aufweisen und darait vorzugsweise 
weitere Reinigungsschritte nicht erforderlich sind. 

Die Losung dieses technischen Problems wurde durch die Bereit- 
stellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten Aus- 
ftihrungsformen erreicht. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daS sowohl native als auch 
rekombinante Proteine aus pflanzlichem Gewebe mittels des 
erf indungsgemaSen Verfahrens, das einen Extraktionsschritt und 
eine nachfolgende selektive Adsorption an Kationen- und Anio- 
nenaustauscher in der "Expanded bed"-Technologie umfafit, mit 
hoher Effizienz in Reinstoffe aufgetrennt bzw. als Reinstoffe 
isoliert werden kSnnen. Hierbei hat sich gezeigt, daS der 
Reinheitsgrad der Proteine so hoch ist, daS auch eine wirt- 
schaftlich konkurrenzf ahige Produktion neuer Proteinwerkstof f e 
im Vergleich zu auf fossilen Rohstoffen basierender Kunst- 
stoff produktion ermoglicht wird. Ferner hat sich gezeigt, daS 
die ansonsten notwendigen Vorbehandlungsschritte, wie Ent- 
fettung von 51haltigem Saatgut, oder Vorf Sllungsschritte bei 
dem erfindungsgemaSen Verfahren nicht notwendig sind, jedoch 
gegebenenfalls damit kombiniert werden konnen. Desweiteren hat 
sich gezeigt, dafi das erf indungsgemafie Verfahren in groStech- 
nischem Mafistab durchgefiihrt werden kann. Dies wurde u.a. 
durch die Trennung von Napin (Albumin) und Cruciferin (Globu- 
lin) aus Rapssamen gezeigt. Daruberhinaus hat sich gezeigt, 
daS das erf indungsgemafie Verfahren auch geeignet ist, Fremd- 
proteine, z.B. scFv-Antikorper , aus transgenen Pflanzen zu 
isolieren und zu reinigen. Es wird auf die nachstehenden Bei- 
spiele verwiesen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Gewinnung eines gewiinschten nativen oder rekombinanten Pro- 
teins aus einer Pflanze in reiner Form, wobei das Verfahren 
folgende Schritte umfafit: 
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(a) Aufschlufi der Pflanze zur Gewinnung eines Rohextrakts 
mittels eines geeigneten Extraktionsmittels; und 

(b) Abtrennung des gewtinschten Proteins iiber Ionenaustausch- 
Chromatographie in "Expanded bed"-Technologie, wobei die Bin- 
dung des Rohextrakts bei einem definierten pH-Wert erfolgt. 

Vorzugsweise umfafit das erf indungsgemafie Verfahren nur die 
Schritte (a) und (b) , d.ti. es sind keine Vorbehandlungs- 
und/oder weitere Reinigungsschritte insbesondere solche, die 
auf spezifischen physikochemischen Charakteristika des ge- 
wiinschten Proteins, z.B. Molekulargewicht , Sedimentations- 
koeffizient, pl-Wert, basieren, notwendig. Vorbehandlungs- 
und/oder Reinigungsschritte ktfnnen jedoch gegebenenfalls ange- 
fiigt werden, 

Geeignete Verfahren zum AufschluS der Pflanze sind dem Fach- 
mann bekannt und dieser kann entsprechend dem gewtinschten 
Protein und der verwendeten Pflanze geeignete Auf schluSverf ah- 
ren auswahlen. Diese konnen z.B. eine Homogenisierung, wie in 
einem Mahlwerk oder Mixer, und/oder eine Lyse mit geeigneten 
Lysemitteln umfassen. Es wird auf die nachstehenden Beispiele 
verwiesen. 

Der Fachmann kennt auch geeignete Extraktionsmittel und w&hlt 
diese u.a. entsprechend den bekannten Eigenschaf ten des ge- 
wiinschten Proteins aus. Vorzugsweise handelt es sich bei dem 
Extraktionsmittel urn eine waSrige LSsung, insbesondere 
Phosphatpuffer, TRIS-Puffer, MOPS-Puffer oder ein ethanoli- 
sches Extraktionsmittel. Gegebenenfalls erfolgt in dem erf in- 
dungsgem&£en Verfahren vor oder nach dem Extraktionsschritt 
ein Denaturierungs- und evtl. Renaturierungsschritt, falls das 
gewiinschte Protein in unl6slicher Form vorliegen sollte. Ge- 
eignete Denaturierungsverfahren und Renaturierungsverfahren 
sind dem Fachmann bekannt und dieser kennt auch die Bedingun- 
gen, die erforderlich sind, da£ bei diesen Verfahren das ge- 
wiinschte Protein seine biologische Aktivitat nicht verliert 
bzw. diese wiedergewinnt . 
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Erf indungsgemafi wird eine Ionenaustausch-Chromatographie in 
"Expanded bed"-Technologie durchgefuhrt , um das gewunschte 
Protein zu reinigen. Bei der "Expanded bed"-Technologie han- 
delt es sich urn ein sehr robustes Verfahren, bei dem keine 
organischen Losungsmittel Oder sonst notwendigen hohen Salz- 
mengen benotigt werden. AuSerdem ist die "Expanded bed"-Tech- 
nologie leicht in den grofetechnischen MaSstab ubertragbar und 
benotigt keine aufwendige Apparatetechnik. Die Adsorbentien 
zeigen keine Anzeichen von "Fouling", so daS lange Standzeiten 
der Chromatographie-saulen gewahrleistet sind. Erganzend wird 
auf Straetkvern et al., Bioseparation 7 (1999), 333-345 ver- 
wiesen. Erf indungsgemaS wird allerdings die "Expanded bed"- 
Technologie nicht in Zusammenhang mit Af f initats-Chromatogra- 
phie sondern, zum ersten Mai, mit Ionenaustausch-Chromatogra- 
phie durchgefiihrt. Je nach den bekannten Eigenschaf ten des 
gewiinschten Proteins, z.B. hinsichtlich des pl-Wertes, wird 
fiir das erf indungsgemaSe Verfahren entweder eine Anionenaus- 
tausch- oder Kationenaustausch-Chromatographie durchgef ilhrt . 
Von diesen Eigenschaf ten hangt auch die Wahl des definierten 
pH-Werts fiir die Bindung des Proteins an das Chromatographie- 
Material (Beladung) ab. Der Fachmann wahlt z.B. den pH-Wert 
anhand des pl-Wertes des gewiinschten Proteins aus, wobei der 
pl-Wert entweder aus der Proteinsequenz berechnet oder mittels 
isoelektrischer Fokussierung bestimmt werden kann. Giinstig ist 
es, wenn der pH-Wert so gewahlt wird, dafi das gewunschte Pro- 
tein eine Oberf lachenladung mit entgegengesetztem Vorzeichen 
zur Hauptkontamination hat und der Fachmann wird dann das zur 
Oberf lachenladung des gewiinschten Proteins passende Sorbens, 
d.h. einen Kationen- bzw. Anionenaustauscher auswahlen. Jeden- 
falls ist bei dem erf indungsgema&en Verfahren die Einstellung 
eines definierten pH-Werts, so dafi die in dem Extrakt enthal- 
tenen Proteinkomponenten eines Rohproteingemisches selektiv an 
das vorgegebene Chromatographie-Material gebunden werden kon- 
nen, von entscheidender Bedeutung. Damit ist z.B. die Aufrei- 
nigung von zwei oder mehreren Proteinkomponenten, deren pl- 
Werte sich ausreichend unterscheiden, aus einem Gemisch m6g- 
lich. 
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Der hier verwendete Ausdruck "in reiner Form" bedeutet, da£ 
das Protein im wesentlichen frei von Verunreinigungen ist, 
vorzugsweise eine Reinheit von mindestens 90%, mehr bevorzugt 
von mindestens 95%, noch mehr bevorzugt von mindestens 98% und 
am meisten bevorzugt von mindestens 99% aufweist. 

Das erf indungsgemafte Verfahren eignet sich fur die Reinigung 
eines gewtinschten Proteins aus einer Pflanze jeder beliebigen 
Pf lanzenspezies, d.h. es kann sowohl eine monokotyle als auch 
eine dikotyle Pflanze sein. Der Ausdruck "Pflanze" umfaSt auch 
Gramineen, Chenopodien, Leguminosen, Brasicaceen, Solanaceen, 
Pilze, Moose und Algen. Bevorzugt handelt es sich urn Nutz- 
pflanzen, z.B. urn Pflanzen, wie Weizen, Gerste, Reis, Mais, 
Zuckerrtibe, Zuckerrohr, Raps, Senf, Rtibsen, Flachs, Erbse, 
Bohne, Lupine, Tabak und Kartoffel. 

Ftir die Gewinnung des Proteins kann jedes Pflanzenteil bzw. 
Gewebe der Pflanze verwendet werden, wobei die Auswahl ent- 
sprechend der unterschiedlichen Konzentration des gewtinschten 
Proteins in den einzelnen Pf lanzenteilen bzw. - 
Geweben erfolgt. Vorzugsweise wird das gewunschte Protein aus 
Samen, Blattern, Knollen, Wurzelstiicken, Saumlingen, Steck- 
lingen, etc. gewonnen, wobei Kartof f elknollen besonders bevor- 
zugt sind. 

In einer weiteren bevorzugten Aus ftihrungs form des erf indungs- 
gemaSen Verf ahrens wird das gewtinschte Protein aus einem Spei- 
cherproteingemisch gewonnen. Beispiele ftir Speicherproteine, 
die mit dem erf indungsgemaSen Verfahren isoliert und gereinigt 
werden konnen, sind Napin, Cruciferin, Patatin, Legumin und 
Vicillin. . 

In einer noch mehr bevorzugten Ausf lihrungsf orm des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens erfolgt die Bindung des gewunschten Pro- 
teins an das Ionenaustauschermaterial bei einem pH-Wert von 
7,5 bis 9, am meisten bevorzugt erfolgt eine Elution des ge- 
wunschten Proteins mit einem NaCl enthaltenden Puffer defi- 
nierter Molaritat oder mittels eines NaCl-Gradienten. Der 
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Fachmann kann die optimalen Elutionsbedingungen anhand der 
bekannten Charakteristika des gewiinschten Proteins und/oder 
durch Vorversuche im LabormaSstab ermitteln. 

Entsprechend des pl-Wertes des gewiinschten Proteins wahlt der 
Fachmann eine (a) Anionenaustausch-Chromatographie oder (b) 
Kationenaustausch-Chromatographie, wobei fur (a) vorzugsweise 
ein Chromatographiematerial mit den Eigenschaf ten von Stream- 
line DEAE™ oder Streamline QXL (Amersham Pharmacia, Upsala, 
Schweden) gewahlt wird und fttr (b) vorzugsweise Streamline SP 
XL™ (Amersham Pharmacia) . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren erlaubt u.a. die Isolierung und 
Reinigung von nativen Proteinen, z.B. Napin, Napin-ahnliche 2S 
Albumin-Proteine, Cruciferin und Legumin-Shnliche 11S 
Globulin-Proteine aus pflanzlichen Samen. Bei den Napin-ahnli- 
chen Proteinen handelt es sich um Proteine mit einem isoelek- 
trischen Punkt, der bei 8,0 oder daruber liegt, einer Molmasse 
zwischen 10 und 20 kDa und einer Zusammensetzung aus zwei 
heterodimeren Untereinheiten (cc- und P-Ketten) , die uber eine 
oder mehrere Disulf idbriicken verkntipft sind. Legumin-ahnliche 
11S Globulin-Proteine sind durch einen isoelektrischen Punkt 
zwischen 4,0 und 8,0 charakterisiert , einer Molmasse zwischen 
250 und 400 kD und einer Zusammensetzung als Hexamere aus 
Untereinheiten, die jeweils aus einer a- und P~Untereinheit 
zusammengesetzt sind, die wiederum uber eine oder mehrere 
Disfuldbrucken verknupft sind. In einer weiteren besonders 
bevorzugten Aus fuhrungs form des erf indungsgem&Sen Verfahrens 
sind somit die gewiinschten zu isolierenden Proteine Napin, 
Napin-ahnliche 2S Albumin-Proteine, Cruciferin und Legumin- 
ahnliche 11S Globuline, die z.B. unter den in dem nachstehen- 
den Beispiel 1 angegebenen Bedingungen aus nicht-entf ettetem 
Rapssamen isoliert und gereinigt werden konnen. Mit dem erfin- 
dungsgemaSen Verfahren konnen z.B. die Proteine Napin und 
Cruciferin aus demselben Rohextrakt isoliert und aufgereinigt 
werden, wobei durch Variation des pH-Wertes die Oberf lachenla- 
dungen der Proteine so eingestellt werden, daS jeweils nur 
eine der beiden Hauptkomponenten (Napin und Cruciferin) eines 
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wassrigen Rapssamenextraktes selektiv mit An- bzw. Kationen- 
austauschern wechselwirkt . Somit kann eine effiziente adsorp- 
tionschroraatographische Trennung erreicht werden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren erlaubt alternativ auch die 
Isolierung und Reinigung von rekombinanten Proteinen, vorzugs- 
weise von scFv-Antikorpern, die z.B. wie in den nachstehenden 
Beispielen 2 bis 4 angegeben, isoliert und gereinigt werden 
konnen, bei denen ein waSriger Extrakt von Kartof f elblattern 
hergestellt wurde, der dann ohne Fallungs- oder andere Vor- 
reinigungsschritte in ein "Expanded bed" -Verfahren eingeleitet 
wurde. 

Insgesamt gesehen zeichnet sich das erf indungsgemSSe Verfahren 
gegenuber herkommlichen Verfahren in vielerlei Hinsicht aus. 
Vor allem sind seine Einfachheit, technische Skalierbarkeit 
ohne hohen Apparate-Aufwand, die Robustheit der Saulenmateria- 
lien, der mSgliche Verzicht auf eine Entolung Olhaltiger 
Pf lanzengewebe, wie Samen, und auf umf angreiche Vorbehand- 
lungsschritte vor dem Auftrag des waSrigen Extrakts auf das 
Chromatographie-Material und die erzielbare hohe Reinheit der 
nativen bzw. rekombinanten Proteine und damit deren Verfiigbar- 
keit zu wirtschaf tlich giinstigen Bedingungen. Desweiteren kann 
die Reihenfolge der Isolierung von mehreren Proteinen aus 
demselben Proteingemisch unter Beachtung der physikochemischen 
Charakteristika der jeweiligen Proteine beliebig gew^hlt wer- 
den. 

Kurze Beschreibuna der Ficruren 

Fiour 1: Ergebnisse der SDS-PAGE des nach Beisoiel 1(A) cre- 
reinigten Napin 

Es wurde ein 10 % Novex-Gel der Fa. Invitrogen (Groningen, NL) 
eingesetzt; Lauf puffer: MES, Farbung: Coomaassie Brilliant 
Blue. In den Spuren 1 und 2 sind die Waschfunktionen mit 150 
mM NaCl von der Streamline SP XL™-saule gezeigt. Spur 3 ist 
der SDS-7 Molekulargewichtsmarker der Fa. Sigma (Deisenhof en, 
Deutschland) . Die Spuren 4-7 zeigen gereinigtes Napin in den 
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Elutionsfraktionen (Peakspitze und Peakschulter) . 

Ficmr 2: Eraebnisse der SDS-PAGE des nach Beispiel KB) oe- 
reiniaten Cruciferin 

Es wurde ein 10% Novex-Gel der Fa. Invitrogen (Groningen, NL) 
eingesetzt; Lauf puffer: MES, Farbung: Coomaassie Brillant 
Blue. Die Spur 1 zeigt den Durchlauf der Streamline DEAE Sau- 
le, die Spur 2 ist der SDS-7 Molekulargewichtsmarker der Fa. 
Sigma (Deisenhof en) . Die Spuren 3-5 zeigen gereinigtes Cruci- 
ferin in den Elutionsfraktionen (Peakspitze und Peakschulter) . 



Fiour 3: Eraebnisse der SDS-PAGE des nach Beispiel 2 qereinia- 
ten scFv-Antikorpers 

SDS-Page aus transgenen Kartof f elblattern. Es wurde ein 10 % 
Novex-Gel der Fa. Invitrogen (Groningen, NL) eingesetzt; Lauf- 
puffer: MES, Farbung: Silber. Die Spur 1 zeigt den Blattex- 
trakt, die Spur 2 den Durchlauf der Streamline QXL Saule, die 
Spur 3 das Eluat aus der Streamline Q XL S£ule, die Spur 4 ist 
die Waschfraktion mit 0,5 M NaCl. Die Spur 5 ist der SDS-7 
Molekulargewichtsmarker der Fa. Sigma (Deisenhof en) . 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Aufreinigung von Napin und Cruciferin aus 
nicht-entoltem Rapssamen 

(A) Extraktion 

Rapssamen (100 g) wurden in einem Mahlwerk auf mittlerer Mahl- 
starke vermahlen und mit der funffachen Menge an Puffer (20 mM 
Phosphatpuf fer, pH-Wert 7,5) extrahiert. Dazu wurde die Mi- 
schung etwa 30 min. gertihrt und anschlieSend wurden die festen 
Anteile abzentrifugiert . Nach Dekantieren des Uberstands in 
ein SammelgefaS wurde der Niederschlag mit der gleichen Puf- 
fermenge wie zuvor ein zweites Mai extrahiert und wie vor- 
stehend beschrieben weiterverarbeitet . Die vereinigten Fliis- 
sigphasen wurden auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und 
dann direkt der Fliefibettadsorption ("Expanded bed"-Technolo- 
gie) zugefuhrt. 
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(B) : Gewinnuncr von Napin 

Aus dem Rapssamenextrakt wurde zunachst Napin an einen starken 
Kationenaustauscher (Streamline SP XL™; Amersham Pharmacia, 
Uppsala, Schweden) adsorbiert. Dazu wurde die Flttssigphase mit 
einem FluS von 200 cm/Std. durch das aquilibrierte FlieSbett 
gepumpt. Es wurde eine Streamline 25 Saule mit einem Bett von 
2,5 x 11,5 cm = 56,5 ml verwendet. AnschlieSend wurde im ex- 
pandierten Zustand (durch das Ausstromen dehnt sich das Bett 
aus, bei.200 cm/h ca. zweifach) mit 10 Saulenvolumina Ladungs- 
puffer (20 mM Phosphatpuf fer, pH 7,5) gewaschen. Alle weiteren 
Arbeitsschritte wurden im sedimentierten Zustand des Betts 
durchgefiihrt. Das Bett wird jetzt nicht mehr von unten, son- 
dern von oben angestromt, so dafi es auf die ursprungliche 
Betthohe von 11,5 cm zuruckkehrt. Zunachst wurde mit 3 Saulen- 
volumina Waschpuffer (20 mM Phosphat-Puf fer, pH-Wert 7,5, 0,15 
M NaCl) gewaschen, danach erfolgte die Elution mit Elutions- 
puffer (20 mM Phosphatpuf f er, pH-Wert 7,5, 0,5 M NaCl). Das 
damit gereinigte Napin wurde mit dem Fachmann bekannten Ver- 
fahren entsalzt und lyophilisiert . Die Saule wurde anschlie- 
Send durch Waschen mit je 3 Saulenvolumina 0,2 M NaOH und 0,2 
M HCl regeneriert. 

(C) ; Gewinnuna von Cruciferin 

Aus dem Durchlauf der Napin-Adsorption aus (B) wurde das Cru- 
ciferin durch "Expanded bed" -Adsorption gewonnen. Die Durch- 
lauf fraktion aus (B) wurde auf einen pH-Wert von 8,5 einge- 
stellt und an einen Anionenaustauscher (Streamline DEAE™; 
Amersham Pharmacia) adsorbiert. Dazu wurde die Fltissigphase 
mit einem FluS von 200 cm/Std. durch das aquilibrierte Fliefi- 
bett gepumpt (Saulenvolumen: 2,5 x 11,5 cm = 56,5 ml). An- 
schlieSend wurde im expandierten Zustand mit 10 Saulenvolumina 
Ladungspuf fer (20 mM Phosphatpuf fer , pH 8,5) gewaschen. Alle 
weiteren Arbeitsschritte wurden im sedimentierten Zustand des 
Betts durchgefiihrt. Zunachst wurde mit 3 Saulenvolumina La- 
dungspuffer gewaschen, danach erfolgte die Elution mit Elu- 
tionspuffer (20 mM Phosphatpuf fer , pH-Wert 7,5, 0,2 M NaCl). 
Das damit gereinigte Cruciferin wurde mit dem Fachmann bekann- 
ten Verfahren entsalzt und lyophilisiert. Die Saule wurde 
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anschlieSend durch Waschen mit je 3 Saulenvolumina 0,5 M NaCl 
und 0,2 M HCl regeneriert . 

(D) : Bestimmung der Reinheit der in (B) und (C) gewonnenen 
Proteine 

Die gereinigten Speicherproteine Napin und Cruciferin wurden 
einer Reinheitsanalyse mittels SDS-PAGE unterzogen (siehe 
Figur 1 fttr Napin und Figur 2 fiir Cruciferin) . In beiden Fal- 
len betragt die Reinheit der Proteine 99%. 

Beispiel 2: Isolierung von rekombinanten scFv-Antikorpern 
aus transgenen Kartof f elblSttern 

Transgene, mit einem einen scFv-Antik6rper kodierenden Vektor 
transformierte Kartof f elblatter wurden im Verhaltnis 1:1 (Mas- 
se:Volumen) mit 20 mM Phosphatpuf f er (pH-Wert 7,0) gemischt 
und in einem "Warring-Blender" 3x6 Sekunden homogenisiert , 
Der erhaltene grtine Saft wurde durch Zentrifugation (15 min, 
10000 UpM) von Partikeln befreit, auf einen pH-Wert von 7,0 
eingestellt und mit einem Flufi von 200 cm/Std. durch das aqui- 
librierte (20 mM Phosphatpuf fer, pH-Wert 7,0) FlieEbett ("Ex- 
panded bed") gepumpt (S&ulenvo lumen: 2,5 x 11,5 cm = 56,5 ml). 
Die Adsorption erfolgte an Streamline Q XL™ (Amersham Pharma- 
cia) . Nach dem Beladen wurde im expandierten Zustand mit 10 
Saulenvolumina Ladungspuf f er (20 mM Phosphatpuf fer , pH 7,0) 
und 3 Saulenvolumina Ladungspuf fer im sedimentierten Zustand 
des Betts gewaschen, danach erfolgte die Elution der scFv- 
Antikorper unter Verwendung eines linearen Salzgradienten von 
0 bis 0,5 M NaCl in 20 mM Phosphatpuf fer , pH-Wert 7,0. Die 
gereinigten Antikorper wurden mit dem Fachmann bekannten Ver- 
fahren entsalzt und lyophilisiert*. Uber SDS-PAGE konnte nach- 
gewiesen werden, daS die Hauptproteinkomponente der Blatter, 
Ribulosebiphosphat-Carboxylase, vollstandig in einem Schritt 
abgetrennt und Antikorper mit einer Reinheit von 90% erhalten 
werden konnten (Figur 3) . 

Beispiel 3: Isolierung von rekombinanten scFv-Antikdrpern 
aus trans genem Rapssamen 

Rapssamen (100 g) wurden wie in Beipiel 1 beschrieben homoge- 
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nisiert und mit der ftinffachen Menge an Puffer (20 mM 
Phosphatpuf fer, pH-Wert 7,5) extrahiert. Dazu wurde die Sus- 
pension 15 Min. gertihrt. Nach Dekantieren der Fliissigphase 
wurde die Extraktion in der beschriebenen Weise einmal wie- 
derholt. In den vereinigten Fltissigphasen wurde der pH-Wert 
auf 7,5 eingestellt und diese wurden dann mit einem Flufi von 
200 cm/Std. durch das aquilibrierte (20 mM Phosphatpuf f er , pH- 
Wert 7,5) FlieSbett ("Expanded bed") gepumpt (SSulenvo lumen: 
2,5 x 11,5 cm = 56,5 ml) . Die Adsorption erfolgte an Streamli- 
ne Q XL™ (Amersham Pharmacia) . Nach dem Beladen wurde im ex- 
pandierten Zustand mit 10 Saulenvolumina Ladungspuf fer (20 mM 
Phosphatpuf fer, pM 7.0) und 3 Saulenvolumina Ladungspuf fer im 
sedimentierten Zustand des Betts gewaschen, danach erfolgte 
die Elution der scFv-Antik5rper mit 6 Saulenvolumina Wasch- 
puffer (Phosphatpuf fer, pH-Wert 7,5) mit 0,5 M NaCl. Die hoch- 
gereinigten scFv-Antikorper wurden mit dem Fachmann bekannten 
Verfahren entsalzt und lyophilisiert . 

Beispiel 4: Isolierung von rekombinanten scFv-Antikorpern 
aus entf ettetem transgenexn Rapssamen 

Rapssamen (100 g) wurden mit dem Fachmann bekannten Verfahren 
zerkleinert und schonend mit Hexan entfettet. Nach der Hexan- 
Behandlung wurden die Samen pulverisiert . Das Samenpulver 
wurde mit der funffachen Masse an Puffer (20 mM Phosphatpuf - 
fer, pH-Wert 7,5) extrahiert. Dazu wurde die Suspension 15 
Min. geriihrt. Nach Dekantieren der Fliissigphase wurde die 
Extraktion in der beschriebenen Weise einmal wiederholt. In 
den vereinigten Flussigphasen wurde der pH-Wert auf 7,5 einge- 
stellt und dann mit einem FluS von 200 cm/Std. durch das aqui- 
librierte (20. mM Phosphatpuf fer, pH-Wert 7,5) Fliefibett ("Ex- 
panded bed") gepumpt (Saulenvolumen: 2,5 x 11,5 cm = 56,5 ml) . 
Die Adsorption erfolgte an Streamline Q XL™ (Amersham Pharma- 
cia) . Nach dem Beladen wurde im expandierten Zustand mit 10 
Saulenvolumina Ladungspuf fer (20 mM Phosphatpuf fer , pH 7,5) 
und 3 Saulenvolumina Ladungspuf fer im sedimentierten Zustand 
des Betts gewaschen, danach erfolgte die Elution der scFv- 
Antikdrper mit 6 Saulenvolumina Ladungspuf fer mit 0,5 M NaCl . 
Die hochgereinigten scFv-Antikorper wurden mit dem Fachmann 
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bekannten Verfahren entsalzt und lyophilisiert . 
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Patentansprilche 

1. Verfahren zur Gewinnung eines gewunschten nativen oder 
rekombinanten Proteins aus einer Pflanze in reiner Form, 
wobei das Verfahren folgende Schritte umfaSt: 

(a) AufschluS der Pflanze zur Gewinnung eines Roh- 
extrakts mittels eines geeigneten Extraktionsmit- 
tels; und 

(b) Abtrennung des gewunschten Proteins iiber Ionenaus- 
tausch-Chromatographie in "Expanded-Bed" -Technolo- 
gie, wobei die Bindung des Rohextrakts bei einem 
definierten pH-Wert erfolgt, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Pflanze eine Grand- 
nee, eine Chenopodie, eine Leguminose, eine Brassicacee, 
eine Solanacee, ein Pilz, ein Moos oder eine Alge ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2,. wobei dpe Pflanze Weizen, 
Gerste, Reis, Mais, Zuckerrtibe, Zuckerrohr, Raps, Senf, 
Rtibsen, Flachs, Erbse, Bohne, Lupine, Tabak oder Kar- 
toffel ist, 

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1-3, wobei das ge- 
wtinschte Protein aus Samen, Bl&ttern, Knollen, Wurzel- 
st6cken, SSmlingen oder Stecklingen gewonnen wird. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei das 
gewunschte Protein aus einem Speicherproteingemisch ge- 
wonnen wird. 

6. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, wobei das 
• Extraktionsmittel Phosphatpuf f er , TRIS-Puffer, Mops-Puf- 
fer oder ein ethanolisches Extraktionsmittel ist. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, wobei bei 
Schritt (b) der pH-Wert im Bereich von 7,5 bis 9,0 liegt. 
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8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, wobei in 
Schritt (b) die Elution des gewtinschten Proteins mit 
einem NaCl enthaltenden Puffer definierter Molaritat, 
mittels eines NaCl -Gradient en oder durch Veranderung des 
pH-Wertes erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 8, wobei die 
Ionenaustausch-Chromatographie eine Anionenaustausch- 
Chromatographie ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Material fur die 
Anionenaustausch-Chromatographie Streamline DEAE™ oder 
Streamline QXL ist. 

11. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, wobei die 
Ionenaustausch-Chromatographie eine Kationenaustausch- 
Chromatographie ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Material ftir die 
Kationenaustausch-Chromatographie Streamline SP XL™ ist. 

13. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 12, wobei das 
gewunschte Protein Napin, Napin-Shnliches 2S Albumin, 
Cruciferin oder Legumin-ahnliches US Globulin ist. 

14. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 12, wobei das 
gewunschte Protein ein scFv-Antikorper ist. 
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